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Description 

La pr^ente invention concerne un proc6d6 de preparation d'une nouvelle conrposition pour alimentation animale 
k base de lysine. 

La lysine est un aminoacide essentiel pour les animaux monogastriques qui est utilis6 en particulier dans I'alimen- 
tation animale. 

La lysine peut §tre pr6par6e soil par voie chlmique soit par voie biochimique. Bien que les proc6d6s biochimiques 
soient 6conomiquement plus Int6ressants que les proc6d6s chimiques, I'extraction de la lysine s'effectue avec des ren- 
dements relativement peu 6lev^ et n^essite des installations particuli^res et Tutilisation de produits couteux. 

La lysine, lorsqu'elle estdestin6e^ Talimentation animale, est m6lang6e ^ des aliments divers, telsquedes c§r6ales. 
dont la composition est assez mal d6f inie. Dans ces conditions ('utilisation de lysine purifi6e ne paraTt pas n§cessaire.* 

II a §t6 montr6 que les mouts concentres de fermentations productrices de lysine poss^dent les mimes propriet6s 
nutritives que la lysine purifiee. La biomasse et les diff^rents constituants du milieu de fermentation n^cessaires ^ la 
production de lysine ou leurs produits d6riv6s n'ont aucun effet n6faste sur les animaux. Cependant, ces mouts, une 
fois concentres de mani^re k atteindre une teneur suff isante en lysine pour I'emploi consid6r6, sent des liquides visq'ueux 
dont le melange avec des aliments pour animaux peut presenter des difficultes. 

Les mouts de fermentation totalement deshydrates conduisent k des solides p&teux, collants et tres hygroscopiques, 
qui sont de ce fait diff icilement manipulables. 

II a ete propose, en particulier dans le brevet SU 480 397 et dans le brevet FR 73 40738 publie sous le numero 2 
1 7 347. de preparer des compositions solides obtenues k partir de mouts concentres de fermentation de lysine auxquels 
sont ajoutes eventuellement des produits d6shydratants. Ces compositions ne presentent pas toujours la qualite requise, 
sont souvent hygroscopiques ou bien n6cessitent I'emploi d'un additif en quantite telle que la teneur en lysine dans la 
composition finale est trop faible. 

II a ete aussi propose, en particulier dans le brevet FR 79 21646 publie sous le numero 2 464 032. d'obtenir une 
composition stable, solide, facilemerit^manipulable, ne prenant pas en masse en presence d'humidite et contenantjIO- 
^ 35 % de lysine en ajoutant k un mout concentre de fermentation productrice de lysine un additif choisi parmi la chaux. 
en presence de gaz cartwnique ou le carbonate de magnesium precipite. Ces compositions ont des teneurs en lysine;-. 
relativement faibles et des teneurs eievees en additif. . .. . 

Dans la demande de brevet japonais JP.31 794/74 a 6te decrit un precede de preparation d'une composition solide 
ayant une forte teneur en lysine par deshydratation d'un mout de fermentation obtenu par culture d'un microorganisme 
dans un milieu contenant de Tacide abetique comme source principale de carbohe. 

II a maintenant 6te trouve. et c'est ce qui fait I'objet de la presente invention, qu*^ partir d'un mout concentre issu. 
de la culture dans des conditions bien definies d'un microorganisme producleur de lysine i! est possible d'obtenir Indus- , 
triellement et de fagon reproductible une composition ayant une forte teneur en lysine et qui presente les caracteristiques 
requises pour I'utilisation dans I'alimentation animale. 

Les proprietes de la composition preparee selon le precede de I'invention sont les suivantes: 

- teneur eievee en lysine qui. exprimee en lysine base, est generalement comprise entre 35 et 48 % en poids 

- resistance k I'air humide, m§me dans des conditions plus defavorables que celles rencontrees habituellement dans 
son utilisation, sans alteration notable des proprietes m6caniques. en particulier. en ce qui concerne la formation 
de motles ou d'agglomerats ou Tapparition d'un phenomena de collage. Ainsi, abandonn6 pendant 120 heures k 
25'C dans une atmosphere ^ 90 % d'humidite relative, la reprise en eau du produit est generalement comprise 
entre 5 et 1 0 % et est equivalente k celle du chlorhydrate de lysine cristallise. Dans une atmosphere k 70 %d'humidit6 
relative, la reprise en eau reste generalement comprise entre 2 et 5 % 

- stabilite au stockage du produit tel quel. La diminution de la teneur en lysine n'excede pas 5 % apres un mois de 
conservation k 50^C et elle est nulle apres 6 mois de conservation k 25'*C 

- proprietes physiques, determinees par les methodes habituelles, telles que: 

a) coulabilite determin6e soit par le test des sabliers k orifices calibres (le temps d'ecoulement pour 50 g de 
produit est compris entre 40 et 45 secondes dans un sabirer ayant une ouverture de 5 mm de diametre). soit 
par le test de I'angle de talus qui est habituellement compris entre 30 et 35^ soit par le test de I'angle de'plan 
incline qui est generalement compris entre 28 et 30* 

b) absence de tendance k I'agglomeration dans le test de "mottage" au compressometre 

• aptitude au meiangeage dans des aliments complets et dans les pr6mixes prepares pour I'alimentation des animaux. 
L'homogeneite d'incorporation est mesuree par la dispersion des taux mesures qui est habituellement inferieure k 
5 % quelles que soient les doses de supplementation en lysine, exprimees en lysine de base, qui peuvent varier 
de 0,05 k 20 % 



EP 0 122 163 B2 



10 



stebilrte dans les ahments complete et/ou pr6mixes aprte incorporation du produit: apr6s 2 mois de conservation 
^des tempera ures pouvant atteindre 50-C. la diminution de la teneur en lysine est g6n6ralement inf6rleu^ iS 
% et aucune diminution du titre n'est observ6e apr&s 6 mois de stockage k 2S'C 



G6n6ralement. une composition pr6par6e selon le proc6d6 de I'lnvention peut §tre d6finie de la manifere 



suivante: 



poudre fine beige ros6 k brun 

densif6 apparente comprise entre 0.4 et 0,6 

composition cent^imale: 





- mati^re s^he 


95 ^ 98 % 




- lysine (exprim6e en base) 


35^48% 


75 


- prot§ines 


10^15%(1) 




- acides amines libres totaux autres que la lysine 


1 ^3%(2) 




- acide lactlque 


0,5d3%(3) 


20 


- autres acides dont le nombre d'atomes de carbone est inf 6rieur k 8 


2^10%(3) 




- polysaccharides, oligosaccharides 


2^7%(4) 




- mati^res grasses, huiles 


1 ^6%{5) 


25 ■ . ,^ ; . . ... . 


-eau 


0.5 ^ 3 % 


- matiferes min^rales • - 


10^25%(6) 



30 



35 



V . ; ic. «=u. en pfoieines esi qeierminee a partir de la teneur en azote organique d6ter- 
min6e elle-m6me selon les m6thodes classiques (azote total moins azote min6raO On 
cI6duit la teneur en azote qorrespondant .d la lysine et aux autres acides amines Itores 
qui sonl d6termin6s et dos6s par chromatographie surr6sine 6changeuse d'ions ou par 
colorim6trie. ; 



(2) Dosage sur appareil BIOTRONIC 

(3) Dosage par chromatographie en phase gazeuse apr6s d6rivatisation 

■ (4) Dosage des sucres r6ducteurs apr6s hydrolase ■ • , , 

(5) Dosage apr6s extraction par r6ther 6thylique ■ 

(6) Dosage des cendres suit uriques. Les charges min6rales prwiennent des constituants 
du miheu de fermentation et de la salification de la lysine au fur et k mesure de sa for- 
mation. 



1-^ 



40 



^.Z^tlT "^'^^'^^ "^^^ ^ composition des substrats carbonfe utiiis6s dans le milieu de fermentation et 
nr^S r '"J '""^ ^ fermentation, les caract6risfiques d'une composition pr6par6e se on Te 

proc6d6 de I'lnvention peuvent s'6carter des valeure donn6es d-dessus F-wee seion le 

La lysine est produite par culture d'un microorganisme. ayant une forte productivity en lysine apoartenant oar 
«emple. au genre Brevibacterium ou Corynebacterium dans un milieu appropri6 contenant a?^ins S^e sS^e de 
carbone et une source d'azote asslmilables et des sels min6raux k une temperature comprise entre 25 ^^^ eu un 
PH compris entre 5 et 8. Habrtuellement. les sources de carbone et d'azote sort des milSnges co^plexltels que 1^^ 
.Pif de betterave ou de canne k sucre, les extraite de mals ou les hydrolysate de farfne d^ja S u Niirt S, 
ri"s rSuSs d^hydratation ult^rieure conduisert , des produits ne pUentart 2 

Le proc§d6 selon la pr&erte invention consiste k effectuer la culture d'un microorganisme producteur de lysine 

dSf™«llT °" f '''^'T''. a^s'-^'aWe. telle queTeC^t pin 

d6ral maftferes fermertesables/mati^res stehes totales est sup6rieur ^i 80 %. ^, rexclusion de I'adde ac^Se S 
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seul ou en melange, et une source d'azote assimilable, en maintenant la concentration de la source de cartx)ne conrprise 
entre 5 et 15 g/iitre et la concentration en ions ammonium comprise entre 1 et 5 g/litre, en operant k un pH voisin de 
7.3 et en salif iant la lysine sous forme de sulfate au fur et k mesure de sa formation, pour obtenir un mout de fermentation 
contenant 10 ^ 20 % en poids d'extrait sec qui est concentre jusqu'^ une teneur en extrait sec comprise entre 50 et 70 

5 % pour obtenir un concentrat qui est d6shydrat§ afin d'isoler la composition. 

L'op^ration de fermentation doit §tre conduite de telle mani^re que la concentration des r^actifs principaux dans le 
milieu soit maintenue k des valeurs pr^alablement f ix^es. De cette mani^re, il est possible de contrdler non seulement 
la formation de la lysine mais aussi la formation de sousisroduits provenant du m6tabolisme normal de la souche pro- 
ductrice ou m§me de ses deviations possibles et qui jouent un rdle important dans les propriety de la composition finale. 

10 Par ailleurs, pour obtenir la salification de la lysine au fur et ^ mesure de sa formation, il est particulidrement avan- 
tageux d'ajouter de I'acide sulfurique au cours de la fermentation soit en continu soit en additions successives. Pour 
des raisons de commodity, la salification peut §tre r6alis§e en ajoutant au milieu de fermentation le sulfate d'ammonium 
en presence d'ammoniac, ou I'ammoniac en presence d'acide sulfurique de fagon k maintenir constante la teneur en 
ions ammonium et k contrdler le pH. 

15 La dur^e de la fermentation est g^^ralement comprise entre 30 et 1 00 heures. la fermentation §tant an-gt^e lorsque 
la concentration en substrat carbon^ et en substrat azote assimilables devient assez faible, par exenrple. lorsque la 
concentration en sucre residue! devient inf^rieure k 2 g/litre. De cette mani^re la concentration du mout peut §tre entre- 
prise sans aucune separation pr^alable. 

La teneur en extrait sec du mout de fermentation avant la concentration est comprise entre 10 et 20 % en poids. 

20 Le moot de fermentation contenant de 1 0 ^ 20 % d'extrait sec est concentre selon les techniques habituelles dans 
des conditions de temperatures, de pression et de dur6e qui permettent la destruction des microorganismes vivants 
sans degradation de la lysine. Par exemple. la concentration peut etre realisee dans un evaporateur k couches minces 
chauffe par de la vapeur k 130'*C. la temperature du mout concentre pouvant atteindre 1 10-120**C. 

La concentration est poursuivie jusqu'^ ce que la teneur en extrait sec soit comprise entre 50 et 70 % en poids. 

25 Le concentrat ainsi obtenu est ensuite deshydrate selon les techniques habituellement utilisees pour ce type d'ope- ..i 
ration, eventuellement apr^s addition d'adjuvants pour faciliter la mise en forme du produit f ini dans des conditions..telles . 
que les caracteristiques et la composition du produit ne soient pas sensiblement nrodifiees. Par exemple, la deshydra- v. 
tatiori peut §tre realis6e par atomisation, nrtalaxage - granulation, s6chage - 6caillage, deshydratation azeotropiqiie en \ 
presence d'un solvant convenable. . > , . ; 

30 D'une maniere geherale, la deshydration est r^lisee dans des conditions telles que le produit final ne soit pas , 
degrade. Par exemple, lorsque Ton met en oeuvre une distillation azeotropique, on melange le moQt concentre ^.un 
solvant compatible et acceptable du point de vue alimentaire puis effectue la distillation de preference sous pression . 
" reduite: A cet effet, ll est particulierement utile d'utiliser comme solvant une huile paraff inique ayant des qualites alimen-\ 
taires. La distillation azeotropique etant terminee, la composition deshydratee se trouve en suspension dans le solvant 

35 dont elle est separee par filtration puis sechee. 

Les caracteristiques de la composition preparee selon le procede de invention sont determinees en grande partie 
par la composition chimique du produit obtenu. Elles sont 6galement Influencees par la sti-ucture du solide obtenu au 
terme de I'operation de deshydratation. 

II est particulierement avantageux de conduire le procede de preparation de mani^re que le produit obtenu ait un 

40 taux de cristallinite voisin de 50 % (determination par diffraction aux rayons X), une microporosite voisine de 0,3 
cm3/gramme et une surface specif ique voisine de 0,5 m2/gramme. 

Compte tenu du milieu de fermentation utilise, la lysine se trouve dans le produit final sous forme de sulfate. 
Quel que soit le procede de deshydratation utilise, le produit obtenu est directement utilisable pour incorporation 
dans I'altmentation des animaux. 

45 Le produit obtenu selon le procede de la presente invention se caracterise par une excellente stabilite. Aprds six 
mois de stockage k une temperature voisine de 25°C. la teneur en lysine du produit f ini ne varie pas. 

Le produit prepare selon le procede de invention est particulierement utile dans I'alimentation animale. Etant solide 
et en prenant pas en masse en presence d'humidite. il se melange parfaitement aux aliments distribu6s aux animaux. 
Du fait de la stabilite du produit obtenu. les aliments complets peuvent etre prepares longtemps avant leur emploi. 

50 Les compositions alimentaires contenant le produit prepare selon le procede de I'invention manifestent, tant sur le 
poulet que sur le pore, une efficadte equivalente k celle du chlorhydrate de lysine purifie. 
L'exemple suivant montre comment I'invention peut Stre mise en pratique. 

EXEMPLE 

55 

Dans un fermenteur de 20 litres muni d'un systeme d'agitation et d'aeration, on place: 

eau 3 litres 

extrait de maTs 250 g 
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Le milieu est st6rilis6 par barbotage de vapeur k 120**C pendant 20 minutes. Apr^s refroidissement k Z5°C, le 
volume est ajust6 k 5 litres par addition d'eau sterile. 
On prepare alors, sous forme de solutions st^riles: 

5 • 8 litres d'une solution de glucose k 650 g/l 

1 litre d'une solution de sulfate d'ammonium k 500 g/l 

2 litres d'une solution d'ammoniaque ^15% (p/v) 

0,15 litre d'une solution de phosphate de leucine contenant 10 g de leucine 
0.1 litre d'huile de soja 

10 

Le pH est ajust§ k 7,30 par addition d'ammoniaque st6rile. 
Le fermenteur est ensemenc§ par 500 cm3 d'une culture inoculum r^alis^e dans un ballon de 2 litres en utilisant 
un milieu de culture analogue k celui d§crit ci-dessus. 

L'agitation est r6gl6e k 500 tours/minute et I'a^ration k 600 litres/heure. 
15 Le milieu de fermentation est aliments par la solution de glucose de fagon k avoir une teneur en glucose conprise 
entre 5 et 15 g/l; par la solution d'ammoniaque pour maintenir le pH k 7,30 et par la solution de sulfate d'ammonium de 
fa^on k avoir une concentration en ions ammonium comprise entre 1 et 5 g/l. 

Le milieu de fermentation est aliments par la solution de phosphate de leucine k raison de 3 cm3/heure et de fagon 
intermittente en huile de soja afin de contrdler les nK>usses. 
20 Apr^s 50 heures de culture k 35°C, on r6colte environ 12 litres d'un milieu contenant 70 g/litre de lysine exprim6e 
en base lysine et 15 % en poids d'extrart sec. 

Le moot contenant 15 % d'extrait sec est concentr6 sous pression r6duite dans un 6vaporateur k couches minces 
chauff^ par de la vapeur k ISO^'C. La temperature du milieu est maintenue au voisinage de 90°C. La concentration est 
poursuivie jusqu'd I'obtention d'un concentrat contenant 60 % en poids d'extrait sec. 
25 Dans un ballon muni d'une agitation et contenant 2 litres d'une huile paraffinique dont le point d'^bullition est sup6-. 
' rieur k 1 60''C. on ajoute le concentrat k 60 % d'extrait sec puis distille sous pression r^duite (4 k 13,3 kPa) en s^parant 
I'eau du condensat. On obtient finalement une suspension d'une poudre dans I'huile k une temperature voisinede 100?G: 
La poudre est s^par^e par filtration puis s^ch^e dans une etuve. On obtient ainsi 245 g de produit ayant les carac^ 
t6ristiques suivantes: 

; - poudre fine beige ros6 k brun plus fonc6 

- density apparente : 0,52 

- ■ teneur en lysine (sous forme de base) : 44 % 

- composition cent6slmale : 



- mati^res s6ches 


environ 97 % 


- prot6ines 


13% 


- huile, mati^res grasses 


1,2% 


- mati^res min^rales 


3,8% 


- phosphore total 


0.35% 


- acides amines totaux (en dehors de la lysine) 


2.5% 


- ions sulfates (exprim6 en H2SO4) 


14.5% 


- eau 


1,2% 



Revendicattons 

1 . Proc6d6 de preparation d'une composition pour Talimentation animale contenant entre 35 et 48 %, exprim6 en base, 
55 de lysine sous forme de sulfate, qui est solide et stable caracteris6 en ce que Ton effectue la culture d'un microor- 
ganisme producteur de lysine dans un milieu qui contient au moins une source de carbone assimilable, choisie 
parmi le glucose, le saccharose et les hydrolysats d'amidon, telle que le rapport pond6ral mati^res fermentesd- 
bles/mati^res s6ches totales est sup6rieur ^ 80 %, ^ I'exclusion de Tacide ac6tique utilise seul ou en melange, et 
une source d'azote assimilable en maintenant la concentration de la source de carbone comprise entre 5 et 15 
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g/litre et la concentration en ions ammonium comprise entre 1 et 5 g/iitre, en operant k un pH de 7.3 et en saliflant 
la lysine sous forme de sulfate au fur et k mesure de sa formation, pour obtenir un mout de fermentation contenant 
1 0 ^ 20 % en poids d'extrait sec que Ton concentre sans aucune separation pr^alable jusqu'^ une teneur en extrait 
sec comprise entre 50 et 70 % puis d§shydrate le concentrat obtenu et isole la composition qui est directement 
5 utilisable pour incorporation dans Talimentation des animaux. 

Claims 

1. Process for preparing an animal feed composition containing between 35 and 48%, expressed as base, of lysine 
10 in the form of sulphate, which is solid and stable, characterized in that the culture of a lysineisroducing microorganism 
is carried out in a medium which contains at least one assimilable carbon source, chosen from among glucose, 
saccharose and starch hydrolysates, such that the weight ratio of fermentable substances/total dry matter is greater 
than 80%, excluding acetic acid used alone or in a mixture, and an assimilable nitrogen source, while maintaining 
the concentration of the cariDon source between 5 and 15 g/litre and the concentration of ammonium ions between 
15 1 and 5 g/litre, working at a pH of 7.3 and salifying the lysine in the form of sulphate as it is formed, in order to ot)tain 
a fermentation must containing 10 to 20% by weight of dry extract which Is concentrated without any separation 
beforehand to a dry extract content of between 50 and 70%, and the concentrate obtained is then dehydrated and 
the composition isolated, which composition can be used directly for incorporation into animal feed. 

20 PatentansprQche 

1 . Verfahren zur Herstellung eines Tierfutlermittels. das 35 bis 48%. ausgedruckt ais Base. Lysin in Form des Sulfats, 
das fest und stabil ist. enthdit, dadurch gekennzeichnet, daB man die Kultur eines Lysin produzierenden Mikroor- 
ganismus in einem Milieu ausfuhrt, das zumindest eine assimilierbare Kohlenstoffquelle, ausgewdhit aus Glucose, 
' . . 25 : :Saccharose und den Starkehydrolysaten, derart, daB das Gewichtsverhaitnis vergSrbare Materialien/Gesamttrok-. 

kensubstanz grdBer als 80% ist, ausgenommen Essigsdure, allein oder in Mischung verwendet, und eine assimi- 
liertjare Stickstoffquelle enthait. wobei man die Konzentration der Kohlenstoffquelle zwischen S.und 15 g/Uter und- 
"• die Konzentration an Ammoniumionen zwischen l und 5 g/Liter halt, indem man bei einem pH-Wert von 7.3 arbeitet 
und das Lysin bei seiner Bildung in die Form des Sulfats uberfQhrt. unter Bildung einer Fermentationsbruhe, die 10 - 
30 bis 20 Gew.-% Trockenextrakt enthait und die man ohne irgendeine vorherige Trennung bis zu einem Trockenex-. 
traktgehalt zwischen 50 bis 70% einengt, worauf man das erhaltene Kbnzentrat entwassert und das Mittel isoliert. 
welches unmittelbar furdas Einbringen in Tierfuttermittelgeeignet ist. : :> 
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